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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒言
グル コースはすべての動物の重要なエネルギー基質および代謝基質である。動
物は、 グル コースの摂取 ・利用 にお ける大きな変動 にも関わ らず、血 中グル コー
ス濃度 を一定範囲に保つグルコースホメオスタ シス を持つ。 この グル コースホメ
オス タシスは主 に、グル コースの細胞内流入、細胞内で の糖利用 と細胞外 への流
出な どの、複雑 に統合 された糖代謝系によ り調節 されて いる。 この うち、グル コ
ース トランスポーター(GlucoseTransporter ,GLUT)を 介す るグルコースの細胞内
取 り込み、および解糖系のHexo㎞ase(HK)を 含む解糖 系律速酵素はグルコースホ
メオス タシスの主要な調節点であり、 これ らの代謝系 にはイ ンス リンな どのホル
モンが重要な制御因子 として機能 している。
鳥類 の糖代謝 は哺乳動物 に比べて未だ十分 に解明 されて いな いが、鶏は哺乳動
物 に比べ血糖値が2倍 以上 も高 く、しか もインス リン抵抗性が大 きいな どの特異
性をもっ。このような鶏糖代謝の特異性は、主にGLUT、HKお よび:解糖系酵素(特
に解糖 系律速酵素であるPhosphofmctokinase、PFK)な どの反応特性 とイ ンス リン
に対する応答性などの特性に依存 しているもの と推察される。しか し、鶏ではGLUT
異性体 のうちGLUT1-3の 存在が分子生物学的に同定 されているものの、インスリ
ン応答性のGLUT4の 存在は未だ明 らかにされてお ら航 また、HKお よびPFKの
酵素遺伝子 のクローニ ングはなされていない。 このよ うに、分子 生物学的観点か
らの鶏グルコースホメオスタシスの解明には未だ至 っていない。
そ こで本研究では、鶏 に特異的なグル コースホ メオスタ シスの一端 を解 明する
目的で、鶏グル コース トランスポーターおよび解糖 系律速酵 素の遺 伝子発現特異
性を追究 した。
鶏 グル コースホメオスタシスを理解する上で 、哺乳動物 ではイ ンス リン刺激に
よる糖取 り込みの80%以 上が骨格筋で行われてお り、イ ンスリン応答性GLUT4は
骨格筋 と脂肪組織に局在 している ことな どを考 慮に入 れる と、鶏骨格筋 を中心に
した グル コースホメオスタシス特異性 を明 らか にす る ことが極 めて有効で あると
考え られる。 これ らの背景か ら本研究では、
1.鶏 で は未だその存在が明らかにされていな いイ ンス リン応 答性GLUT4遺 伝
子の存在 を検索し、さらに鶏骨格筋におけるGLUT1お よびGLUT3の 遺伝子発現
特異性 をインス リン応答性 の観点か ら明らかにす る。
2。グル コースホメオスタシスに大きく関与す る解糖系律速酵素であるHKお よ
びPFK遺 伝子発現の特異性を、イ ンスリン応答性の観点か ら明 らかにする。




第2章 鶏GLUT4遺 伝子 の検:索
細胞膜に存在するグル コース輸送担体であるGLUTの10種 のアイソタイプのう
ち、骨格筋などに局在するイ ンス リン応答性GLUT4は 体全体 のグルコースホメオ
スタシス、特 に血糖維持機構 に大 き く関与 して いることが哺乳動物で明 らかにさ
れている。鶏がイ ンス リン抵抗性 を持つ ことを考慮すると、鶏GLUT4に 何 らかの
種特異性が存在するものと推察 され る。そ こで本章では、鶏各組織におけるGLUT4
の存在を分子生物学的な手法 を用いて検索 ・同定す ることを試みた。
哺乳動物GLUT4と 相 同性 の高 い遺伝子 を検索するために、鶏各組織か らtotal
RNAを 抽出し、ラッ トGLUT4cDNAを プローブとして ノーザ ンプロッ トを行なっ
た。約40-60%の 相同性を示す配列 にも結合す る非常 に弱 い条件でハイ ブリダイゼ
ー ションを行 なった ものの、鶏 のいず れの組織 にお いて もシグナル は検出 されな
かった(Fig.2-1)。 すなわち、鶏GLUT4は そ のmRNAの 発現が非常に少ないか、
もしくはその塩基配列が哺乳動物 のGLUT4に 比べて大き く異なっている と推測 さ
れた。
そ こで、RT-P(R法 により鶏GLur4の 部分配列の検索を行なった。PCRの プラ
イマーはヒト、ウシ、ラッ ト、マ ウスGLuT4cDNAの 共通配列部分から作成 した(Fig.
2-2)。鶏浅胸筋、腹腔内脂肪組織、心臓および肝臓のcDNAを 鋳型 として、センス
プ ライマー13種 類、アンチセ ンスプライマー9種 類を用 いて、可能な組み合わせ
すべてについてのPCRを 行った。得 られたPCR産 物のすべてをシーケンスした も
のの、それ らの塩基配列はこれ まで報告 されている哺乳動物のGLUT4と の相同性
は認められなかった。
さらに、ゲ ノムにおけるGLUT4遺 伝子 の存在 を検索す るため、鶏肝臓 よりゲ ノ
ムDNAを 抽出し、制限酵素EcoRIお よびHind皿 でそれぞれ切断し、ラットGLUr4
cDNAを プローブとしてサザ ンプロッ トを行 った。ポジティブコン トロール として
用 いたラッ トおよびウシのゲ ノムDNAに お いては強いシグナルが検出 されたのに
対 して、鶏ではシグナルが全 く認 め られなか った(Fig.2-3)。 すなわち、鶏ゲ ノム
において もGLUT4遺 伝子は存在 しない可能性が示唆された。
以上の結果よ り、鶏組織 中には哺乳動物GLUT4と 相同性の高い遺伝子 を検出す
る ことができず、 しか もゲ ノムで も確認 されなか った ことか ら、鶏で はイ ンス リ
ン応答性のGLur4が 存在 しない可能性が示唆された。
第3章 鶏骨格筋 におけ るGLUT1お よびGLUT3遺 伝子 の
発現調節特異性
前章の結果 より、鶏組織 にはインス リン応答性GLUT4遺 伝子が存在 しない可能
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性 が示 唆 され た 。 この ことは、鶏 で はGLUT4以 外 のグル コー ス トランス ポー ター
が イ ンス リン依 存性 グル コー ス トラ ンス ポ ー トに関与 す る可 能 性 を示 唆す る もの
で も ある 。そ こで、 鶏骨格 筋で の発現 が認 め られ るGLUT1とGLUT3が イ ンス リ
ン投与 、 ま た はTBA投 与 による 内因性 のイ ンス リン分 泌 によって発現 調節 を受 け
るか 否か につ いて検 討 した。
4週 齢 雄 ブ ロイ ラー にイ ンス リン(体 重1kg当 た り22.5U)を 静脈内 に一 回投与
し、TBA(体 重1kg当 た り100mg)は1回 経 口投与 した。Fig.3-1に 示す よ うに、
血 漿 中イ ンス リン濃 度 はTBA投 与10分 で著 し く上昇 し、そ の後 、高イ ンス リン
状態 が60分 間持続 した。ノーザ ンプ ロッ ト法 によ り測 定 した 骨格筋GLUTImRNA
発現 はイ ンス リン投与4時 間後で無投 与(Control)の 約1.3倍 に有意 に上昇 した(Fig.
3-2)。TBA投 与で は4お よび8時 間後 にGLUTImRNA発 現 の上昇がみ られ た。一
方 、骨格 筋GLur3mRNA発 現 はイ ンス リンおよびTBA投 与 によ りいずれ も有意
に上昇 した(Fig.3-3)。
以上 のよ う に、鶏 骨格 筋ではGLUT1お よびGLUT3のmRNA発 現がイ ンス リン
やTBA投 与 によ り上昇 す る ことが初 め て 明 らか にな アた。 ラッ トな どの哺 乳 動物
ではGLUT1お よびGLUT3が わず か にイ ンス リン応答 性 を示す ものの、今 回の鶏
の応答 性 に比 べ る と小 さい。 した が って 、GLUT4発 現 が認 め られな い鶏 骨 格 筋で
は、GLUT1とGLUT3が イ ンス リン応 答性 グル コース トラ ンスポー トの一 部 を代
替 して い る可 能性 が推察 された。
第4章 解糖系律速酵素cDNAの ク ローニ ング
グル コ ー ス トラ ンスポ ー タ ー を介 して 細 胞 内 に流 入 した グル コース は 、解 糖 系
の律速 酵 素 で あるHexddnase(HK)に よ りリン酸 化 され 、そ の後 の代謝 系 に入 る。
HKに は4種 の異性体 が存在す るが、 この うちHKIはGLUT1と 連動 し、HKHは
GLUT4と 連 動 して 、 グル コー スの 細胞 内へ の流入 を制御 して い る と考 え られ てい
る。 前章 まで に示 した よ うに、鶏GLUT特 異性 を考慮 す る と、鶏 骨格筋 のHKお
よび解糖 系の律速 酵 素で あ るPhospho㎞cto㎞ 鷹(PFK)}こ も特異 性が ある もの と推
定 す る こ とがで きる。 しか し、 これ まで 鶏 のHKお よびPFKと もにク ロー ニ ング
され て お らず 、 また遺 伝 子 調 節 の観 点 か らの研 究 報 告 は未 だ な され て は いな い。
そ こで、鶏 骨格 筋 にお けるHKI,HK:IIな らび にPFKのcDNAを ク ロー ニ ングす
る ことを試 み た。
まずESTの デー タベー ス上 の鶏HKIお よびHKHと 思 われ る部分配列 か ら特異
的なセ ンス プ ライ マー を作成 した。次 に、 マウス 、 ヒ トお よび ラッ トのHKIお よ
びHKHか らそ れぞ れ の遺伝 子 の共 通配列 部分 をア ンチセ ンスプ ライ マー として用
いたRT-PCR法 に よ りク ローニ ン グを行 った。 さ らに、末 端部 分 をク ロー ニ ング
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す るため にRACE法 を行った。鶏HKIお よびHKHは それ ぞれ917,916ア ミノ酸
残 基か らな り、ラ ッ トのHKIお よびHK■ に対 して塩基配 列でそ れぞ れ78%、80%
の相同性 、 ア ミノ酸配列で は ともに86%の 相 同性 を示 した(Fig.4-1)。
PFKの クロー ニ ングで は、 ヒ トお よび ラッ トの筋型PFKの 共通 配列 部 分か らプ
ライマー を作成 し、RACE法 によ りク ロー ニ ングを行 った。 また 、 この とき得 られ
た部分配 列 をシー ケ ンスした ところ 、ラッ ト筋型PFKお よび ラッ ト肝臓型PFKと
相 同性 のあ る2種 の配 列が得 られ たので 、鶏cDNAラ イ ブ ラ リーか らそ れぞ れ の
配 列 を持 つ2種 のPFK遺 伝子 を単 離 した。
ノーザ ンプ ロ ッ トによ り組 織分布 を検 索 と ころ、 ラ ッ ト筋 型PFKホ モ ロ グは 骨
格 筋、心 筋お よび 精巣 において特異 的 に発 現 していた(Fig.4-2)。 ラ ッ ト肝臓 型PFK
ホ モ ログは 骨格 筋 、 心筋 お よび 脳 にお ける発 現 が著 しいが 、 肝 臓 で は発 現 して い
な かった。 した が って、肝臓型PFKは そ の発現様式か ら従来 の ラ ッ ト筋型PFKと
は別 タイ プの筋型PFKと 考 え られ、 ラ ッ ト筋型PFKホ モ ログ を筋型PFK1α 、 ラ
ッ ト肝臓 型PFKホ モ ログを筋型PFK1β と命 名 した。
筋型PFK1α お よび筋型PFK1β はそれぞ れ782お よび770ア ミノ酸 残基 か らな
り、 ラッ ト筋型PFKに 対 して塩基 配 列でそ れぞ れ76%、70%の 相 同性 、 ア ミ ノ酸
配列で81%、70%の 相 同性 を示 した(Fig.4-3)。
以上 の よ うに、 解糖 系 の律速 酵素 で ある鶏HKお よびPFK遺 伝子 の ク ロー ニ ン
グに成功 し、 これ らは哺乳動 物 と高 い相同性 を持 つ ことが 明 らか とな った。 また、
今回鶏で 同定 した2種 類の筋型PFKは 、哺乳 動物 で も未だ報 告 されて いな い点 で、
新 たなPFKの 知見 で ある と考 え られ る。
第5章 鶏解糖 系律速酵素遺伝子の発現調節特異性
解 糖系律速酵 素 で ある鶏HKIお よびH:KI【 、そ して筋型PFK1α お よびPFK1β
の各 遺 伝子 は 、 グル コー ス トラ ンスポ ー ター と共 に鶏 グル コー ス ホ メ オ ス タ シ ス
に 関与す る大 きな 要 因で あ る と考 え られ る。 そ こで、 前 章 で ク ロー ニ ング した、
これ ら遺 伝 子 の発 現 調 節特 異 性 をイ ンス リン応 答性 の観 点 か ら明 らか にす る こ と
を試み た。 イ ンス リン投与 お よびTBA投 与 に よる内因性 イ ンス リン分 泌 に関す る
実 験方法 は第3章 と同様 であ る。
HKImRNA発 現 はイ ンス リンまたはTBA投 与4時 間で無投 与 区(Control)の 約
1.25倍 に上昇 し(Fig.5-1)、 鶏骨格 筋 にお いて もGLuTl(Fig.3-2)と 連動 してHKI
の発現が変動 して いる もの と推 測 された。HKnmRNA発 現 はイ ンス リン投与4時
間後 に約2倍 に上 昇、イ ンス リンまたはTBA投 与8時 間後 で も上 昇す る傾向 がみ
られた(Fig.5-2)。 哺乳動物で はHKHの 発現 はGLUT4と パ ラ レル に変動す る こ と
が 報告 されて いる 。鶏 骨格 筋で は 、GLUT4の 発現 が見 られ な い もの のイ ンス リン
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に よるHKH:mRNA発 現 の上昇 が見 られた ことは、鶏 ではGLUT4に 代 わるイ ンス
リン応 答 性 の グル コー ス トラ ンス ポ ー ター(あ る い は トラ ンスポ ー ト系)が 発現
して いる可能性 を示唆 して いる。
筋 型PFK1αmRNA発 現 は 、'いず れ のイ ンス リン ・TBA投 与 条件下 で も変動 し
なか った(Fig.5-3)。 筋型PFK1βmRNA発 現 はイ ンス リン投与8時 間後 にお いて
有 意 に減 少 した が 、イ ンス リン投 与4時 間後 、TBA投 与 で は有意 の変動 は見 られ
なか った(Fig.5-4)。 鶏 筋型PFK1α の発現 様式 は ヒ トとほ ぼ同 じといえ るが、本研
究 で初 めて 同定 した筋型PFK1β のmRNA発 現 はイ ンス リンに応答 して低下す る結
果 が得 られ、 鶏骨 格筋解糖 系遺 伝子 の代謝応 答特 異性 を示す もの と考 え られ る。
以上 の ことか ら、鶏骨格 筋 で は 、HKIはGLUT1と 連動 してイ ンス リン応答性
グル コー ス トラ ンスポ ー トの 一 部 を担 って いる こ と、GLUT4に 代 わ るグル コース
トランスポー ター(あ るいは トランスポー ト系)が 存 在す る可 能性 が示唆 され た。
第6章 持続的低血糖鶏における代謝特徴な＼らびに
GLUT1お よび:解糖系律速酵素遺伝子の発現調節特異性
鶏 骨格 筋で は イ ンス リン感 受 性 のGLUT4(あ るい は ヒ トGLUT4homologue)は
発現せ ず、GLUT1お よびGLUT3、 解糖 系律速 酵素 のHKやPFKに 特 異性 が見 ら
れ る こ とを 、 前 章 まで に明 らか に した 。そ こで鶏 の グル コー ス ホ メオ スタ シス特
異性(特 に高 血 糖 維持)に 、GLUTお よび解糖 系律 速酵 素遺 伝子 が どの よ うに関与
して いるか を検 討 す るた め 、 持 続 的 低血 糖 鶏 を実 験 的 に作 成 し、 そ の代謝 特 徴 を
エネ ルギー 基質 の変動 とGLUTl,HK,PFK遺 伝子 発現 の観点 か ら通常鶏 と比較 し
た。
低 炭水化物 飼 料 を給与 した4週 齢雄 ブ ロイ ラー にTBA(体 重1kg当 た り100mg)
を1日3回 、8時 間お き に5日 間投 与 し、 持続 的低血糖 鶏 の作 成 を試 みた。TBA
投 与鶏 で は血 漿 グル コース 濃度 が コ ン トロー ル 区(通 常 鶏)の 約60%に 低 下 し、
しか も5日 間 にわ た り低 血 糖 状 態 を維持 す る結果 を得 、持 続 的低 血糖 鶏 の実験 的
作成 に成功 した(Fig.6-1a)。 ま た、 血漿 中イ ンス リン濃度 は持続 的 低血糖鶏 では5
日間 にわた りや や 低 い も のの 、 コ ン トロー ル 区 に比 べ大 き な差 異 は見 られ な か っ
た(Fig.6-1b)。 さ らに、グル コー ス以外 の主要 な血漿 中エ ネル ギr基 質で あるNEFA
濃度(Fig.6-2a)や ケ トン体 の3-HB濃 度(Fig.6-2b)は 、持続 的低 血糖状態 において
も ほ とん ど変 化 しな か った 。 これ は、鶏 にお け る特 異 的 な糖 代 謝 の一 端 を示 して
いる と考 え られ る。
持 続的低血 糖:鶏にお けるGLUT1,HK,PFK遺 伝子 のmRNA発 現 の変動 をノーザ
ンプ ロ ッ トで解 析 した ところ、 持続 的低血糖鶏 のGLUT1、HKお よびPFKmRNA
発現 は コン トロール 区 とほぼ同等 で あった(Fig.6-3)。 一方 、HKn:mRNA発 現は有
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意で はないが若干上昇する傾向が見 られ、イ ンス リンー 回投与 による上昇(第5
章)に 類似する結果が得 られた。
以上のよ うに、鶏グルコースホメオスタシスに関与す るGLUT1,HK,PFK遺 伝
子mRNA発 現がイ ンス リンー回投与には応答する(第3章 、第5章)も のの、TBA
連続投与ではイ ンスリン分泌 に対す る適応が誘起され、 これ ら遺伝子mRNA発 現
の変動が縮減 したものと推察できる。
第7章 総括
血 中グル コース濃度 を一定範囲に保つ グルコースホメオスタシスは、動物 の中
心的な生命維持機構であ り、 これは主 に、GLUTに よるグルコースの細胞内取 り込
み とHKな どの解糖系律速酵素によって調節されている。鶏は高血糖であり、 しか
もイ ンス リン抵抗性が大きい点 で極めて特異的であ り、 したがって特異的な グル
コースホメオスタシス を有す るものと考え られ る。本研究では、鶏に特異的な グ
ルコースホメオスタシスの一端を解明す る目的で、鶏骨格筋におけるGLUTお よ
び解糖系律速酵素の遺伝子発現特異性を明 らかにした。
すなわち、哺乳動物のイ ンス リン感受性GLUTで あるGLUT4は 鶏では存在せず、
GLUT1お よびGLUT3が イ ンス リン応答性 グル コース トランスポーター としての
機能の一部 を代替 している特異性が推察された。鶏骨格筋のHKIとHKHは イン
ス リン応答性 を持 ち、HKHを 介す る何 らかのグル コース トランスポー ト系が鶏 に
存在す る こと示唆す る成績 を得た。 さらに、持続的低血糖状態の鶏では、骨格筋
のGLUTお よび解糖系律速酵素遺伝子mRNA発 現が大 きくは変動しないことが明
らかにな った。 これ らの結果 は、鶏の高血糖の生理的意義 とイ ンス リン抵抗性 に
関す る種特異性 の一端を分子生物学的 に説明するもので ある。また、高血糖 とイ
ンス リン抵抗性 を伴い、ヒ トの高血圧 と肥満の原因で もあるn:型 糖尿病の病 因解
明にも寄与す るものと考えられる。
本研究で明示 した鶏 グル コースホメオスタシスの特異性 は、細胞内への栄養素の
流入 に引き続 く細胞内代謝(炭 水化物代謝、脂質代謝、 タンパ ク質代謝)の 特異
性 と連関す るものであ り、特 に、哺乳 動物 とは異なるグル コース トランスポータ
ー存在の可能性や新たな筋型PKF1β の発見は、動物代謝の種特異性 を解明す る点
でも重要な視点 になろう。 また、鶏GLUTお よびイ ンス リン応答性の特異性は、
各組織 における代謝特徴の理解の基にブロイ ラーの生産性の改善 を追究する上で、
極めて重要な情報を提供するものである。
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Fig.2-1ラ ッ トGLuT4cDNAプ ロー ブ を用 い た 鶏 各 組 織 に お け る ノ ーザ ン プ ロ ッ ト
1.浅 胸 筋,2.深 胸 筋,3,大 腿 二 頭 筋,4.脂 肪,5.肝 臓,6.心 臓,7.大 脳,8.小 脳,9.腎 臓,10.副 腎,
11.脾 臓,12.小 腸,13.膵 臓,14.肺,15.胸 腺,16.フ ァブ リキ ウス 嚢,17.筋 胃,18.卵 巣,19.精 巣











































Fig.2-2作 製 したGLUT4プ ラ イ マ ー
上はセ ンスプライマー、下 はアンチセ ンスプライマーを示す。
かっ こ内の数字は ラッ トGLUT4の 塩基 配列に対応す る.
Fig.3-1Tolbutamide(体 重1kgあ た り100mg)投 与 後 に お け る









Fig.2-3ラ ッ トGLUT4cDNAプ ロ ー ブ を用 いた













Fig.3-2鶏 骨 格 筋 に お け るGLUTImRNA発 現
1.ラ ッ トゲ ノムECoRldigest2.ラ ッ トゲ ノムHindIlldigest
3.ウ シゲ ノムECoRldigest4.ウ シ ゲ ノムHindllldigest
5.鶏 ゲ ノ ムECoRldigest6.鶏 ゲ ノ ムHindllldigest
インス リン(1ns,体 重1kgあ たり22.5U)、
Tolbutamide(TBA,体 重1kgあ た り100mg)を 投与 した後、
4時 間(4h)、8時 間(8h)に おけるGLUTImRNA発 現を
























































Coat Ih趣4h Ihs・{彊[TBA」 概匿TBA.樋
Fig.3-3鶏 骨 格 筋 に お け るGLUT3mRNA発 現
イ ンス リン(lns,体 璽1kgあ た り22.5U)、
Tolbutamide(TBA,体 重1kgあ た り100mg)を 投与 した後、
4時 間(4h)、8時 間(8h)に お けるGLUT3mRNA発 現を





























































































































Fig.4-1ラ ッ トHKl,鶏HKl,鶏HKllの ア ミ ノ酸 配 列 の 比 較
1 z 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213
Fig・4-2鶏 筋 型PFK1α な らび に鶏 筋 型PFK1βcDNAの 組 隷 分布
1.浅 胸 筋,2.深 胸 筋,3.大 腿 二 頭 筋,4.長 勝 骨 筋,5.肝 臓,6.脂 肪 組 織,
7.心 臓,8.脳,9.腎 臓,10。 膵 臓,11.筋 胃,12.鞘 巣,13.卵 巣
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Flg.4-3ラ ッ ト筋 型PFK,鶏 筋 型PFK1α ,1β の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較
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Fig.5-1鶏 骨 格 筋 にお け るHKlmRNA発 現
イ ンス リン(1ns,体 重1kgあ た り22.5U)、
Tolbutamide(TBA,体 重1kgあ た り100mg)を 投 与 した後、
4時 間(4h)、8時 間(8h)に おけるHKlmRNA発 現を
ノーザ ンプロッ トによ り測定 した。(a,bP<0.05)
Fig.5-2鶏 骨 格 筋 にお け るHKllmRNA発 現
/
イ ンス リン(lns,体 重1kgあ た り22.5U)、
Tobutamide(TBA,体 重1kgあ た り100mg)を 投与 した後、
4時 間(4h)、8時 間(8h)に おけるHKIImRNA発 現を













Fig.S-3鶏 骨 格 筋 にお け るPFK1αmRNA発 現
インス リン(lns,体 重1kgあ た り22.5U)、
Tolbutamide(丁BA,体 重1kgあ た り100mg)を 投与 した後。
4時 間(4h)、8時 間(8h)に お けるPFK1αmRNA発 現 を
ノーザンプロッ トによ り測定 した。
Fig.5-4鶏 骨格 筋 に お け るPFK1βmRNA発 現
イ ンス リン(1ns,体 重1kgあ た り22.5U)、
Tolbutamide(TBA,体 重1kgあ た り100rng)を 投与 した後、
4時 間(4h)、8時 間(8h》 におけ るPFK1βmRNA発 現 を



















































Fig.6-1持 続 的低 血 糖(Tolbutamide投 与)鶏 に お け る
血 漿 中 グ ル コー ス 濃 度(a)と 血 漿 中 イ ンス リン濃 度(b)の 変 動
低炭水化物飼料 を給 与 した鶏に丁01butamide(体 霊1kgあ た り100mg)を





'5尋75畢「葡 函 協(b ・ロ。lhb・ 蜘d・
100mg/k呂b`}dyMD
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Fig.6-2持 続 的 低 血 糖(Tolbutamide投 与)鶏 に お け る
血 漿 中NEFA濃 度(a)と 血 中 β 一Hydroxybutyrate(3-HB)濃 度(b)の 変 動
低炭水化物飼料を給与 した鶏にTobutamide(体 重1kgあ た り!00mg)を1日3回8時 間おき に投与 した.





































Fig.6-3持 続 的 低 血 糖(Tolbutamide投 与)鶏 の 骨 格 筋 に お け る解 糖 系 律 速 酵 素 遺 伝 子mRNA発 現
低炭水化物飼料を給与した鶏にTolbutamide(体 重1kgあ たり100mg)を1日3回8時 間おきに投与.した.
骨格筋はTBA投 与5日目にサンプリングした.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
動物 の成長 と代謝 を栄養生理学 的に制御す るため には,代 謝の種特異 性に立脚 した制御法 の開発 が要
望 される。血中グルコース濃度を一定範 囲に保つ グル コースホメオスタシスはすべ ての動物が持つ基本
的機能であ るが,鶏 では哺乳動物 と比べ て高血糖であ り,し か もイ ンスリン抵抗性 を持 つな どの点 で,
特異性 を有 している。本論文では,グ ルコースホメオス タシス におい て重要 な役割 を果た しているグル
コース トランス ポー ター(GL、UT)と 解糖系 の律速酵素 であ るHexokinase(HK)お よびPhospho丘uc-
tokinase(PFK)に 注 目し,鶏 骨格筋 におけるこれ らの遺伝子発現 を解析 して,鶏 グル コースホメオス
タシス特異性 の一端 を明 らか に した。
骨格筋 におけるグルコース取 り込み に大 き く機能するインス リン応答1生のGLUT4は,鳥 類では未だそ
の存在は明らかにされていない。鶏GLUT4遺 伝子 を検索す るために,ラ ットGLUT4cDNAを 用いたノー
ザ ンプロ ッ ト,RT-PCRに よる鶏GL、UT4の 部分配列の検索,ラ ッ トGLUT4cDNAを プローブとしてサ
ザ ンプロッ トな どを行 ったが,い ずれ もシグナルを検 出で きなか った。すなわち,鶏 で はインス リン応
答性 のG■UT4は 存在 しない特異性 を持つ可能性 を示 した。一方,鶏 骨格筋 に存在す るGL、UT1お よび
GLUT3のmRNA発 現 はインス リン感作 に よ りいずれ も上昇 するこ とを認 め,鶏GLUT1お よびGLUT3
はインス リン応答性 グル コース輸送の一部 を代 替 している特徴 を明 らかに した。
骨格筋細胞 では,HKIはGLUT1と 連動 し,HKIはGムUT4と 連動 してグルコースの細胞内への流入
を支配 し,PFKは 解糖系 を制御 している。 これ まで クローニ ングされていない鶏HKとP:FKに っいて,
そのクローニングに初めて成功 し,し か も,鶏 では2種 類の骨格筋PFK(PFK1α とPFK1β)が 存在す
る ことを実証 した。 また,HKImRNA発 現 はGLUT1と 同様 にインス リン感作 に より上昇 し,HKH
mRNAはGLUT4が 存在 しないに もかか わ らず上昇す ることを確かめた。 これ らの結果か ら,鶏 骨 格筋
では,GLUT4に 代 わる未知の グルコース トラ ンスポーター(あ るいはグルコース トランスポー ト系)が
存在す る可能性 を指摘 した。
鶏 グル コースホメオスタシスの特異性 をさらに明 らかにす るために,持 続的な低血糖 を維持する鶏 を
実験的 に作成 し,そ の代謝特徴 を血中代謝基質濃度,GLUT1,HKお よびPFKのmRNA発 現か ら検討 した。
TBAの 連続的投与 を適用することによ り,持 続的(5日 間)低 血糖 鶏の作成に成功 した。持続的低血糖
鶏 では通常系 に比べ て血漿中NEFA濃 度,血 中ケ トン体濃度が変化せず,ま た,骨 格筋GLUT1,HKお
よびPFKのmRNA発 現 に も大 きな変動が見 られなか ったこ とか ら,鶏 は低血糖状態で も糖代謝の基礎 レ
ベ ルを維持 する機能 を持つ特異性がある もの と推察 した。
本研 究の成果は,鶏 骨 格筋 におけるグルコースホメオス タシスの特異性の一端 を分子生物学的 に明示
した ものである。 また,鶏GLUTと インス リン応答性 の特異性,新 規PFK1β の同定,そ して持続 的低
血糖鶏における代謝特徴 は,ブ ロイラー をは じめ とす る畜産動物の高生産性の要因 と更 なる改善 を追究
す る上で,極 めて重要 な情報 を提供す る ものである。
審査 委員一同は本研究者 が博:士(農 学)の 学位 を受 けるに値 する もの と認定 した。
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